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(57) Abstract , 

A defective recombinant adenovirus including at least one DNA sequence coding for all or an active part of a superoxide dismutase 
or a derivative thereof. The therapeutical use thereof and coxresponding pharmaceutical compositions are also disclosed. 

(S7)Abrtg^ 

La pr6sente invention se rapporte k un adenovirus recombinant d6fectif comprenant au moins une sequence d*ADN codant pour tout 
ou une partie active d'line superoxyde dismutase ou un de ses d^v^. Elle vise ^galement leur utilisation en th6rapie et des compositions 
pharmaceutiques correspondantes. 
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ADENOVIRUS COMPRENANT UN GENE CODANT POUR UNE 

SUPEROXYDE DISMUTASE 
La presente invention conceme des adenovirus recombinants oomprenant une 
s6quence d*ADN codant pour une superoxyde dismutase et ses utilisations en therapie 
5 gfinique. 

L*oxyg&ie occupe une place essentielle dans de nombreux processus 
physiologiques ou pathologiques. La reduction de Toxygdne mol&nilaire provoque la 
formation d'espdces chimiques hautement rfeactives comme le radical superoxyde, le 
peroxyde d*hydrogene et le radical hydroxyle. Ce dernier, fonn6 i partir du superoxyde 

10 et du peroxyde dliydrogene selon la reaction de Haber- Weiss, est le radical litee le 
plus reactif, De part la presence d*un electron libre dans leur couche exteme, ces 
radicaux sont hautement r§actif & Cette reactivite peut gtre prejudidable a regard de 
molecules biologiques importantes telles que TADN, des prot6ines cellulaiies 
essentielles et les lipides membranaire& En outre, ces radicaux libres peuvent initier 

15 des reactions en chaine telle quW peroxydation lipdique qui peut altgier Vwt&gnt& 
des cellules et causer leur destruction. 

■ Une serie de mecanismes de defense antioxydants existe naturellement pour 
reguler cette production de radicaux libres et pr^venir des dommages de tissus et/ou 
cellules. 

20 Cest ainsi que la formation de ces entitSs hautement reactives est riormalement 

regulee ou inhibee par une dismutation de Tion superoxyde, par Tenzyme superoxyde 
dismutase, en peroxyde tfhydrogene, ce dernier 6tant ensuite converti en eau et 
o^^gene par soit la glutathion peroxidase sort la catalase. 

Malheureusement, sous certaines conditions, ces m6canismes de regulation ne 

25 sont pas totalement eCficaces. n s*en suit un exces en radicaux libres qui entraine des 
pathologies de type inflammations, emphysSmes, nSoplasmes ou retinopathies. H est 
ainsi aujourdliui reconnu que ces radicaux libres intendennent au niveau de 
Tatherosclerose, les maladies cardiovasculaires, la circhose du foie, le diabete, la 
formation de cataracte, dans im certain nombre de maladies neurologiques incluant la 

30 maladie de Parkinson et I'ischemie cerebrale, au niveau de la trisomie 21. ainsi que 
dans le processus de vieillissement Enfin, Tanion superoxyde semble egalement Stre 
implique dans la pathogendse de Thypertension pulmonaire induite par TNF (Tumor 
Necrosis Factor). 

La presente invention a precisement pour objet de proposer im moyen pour 
35 suppieer i ce type de deficience des mecanismes de regulation naturels et ced en 
intervenant plus particulierementau niveau dePactivitede la superoxyde dismutase. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Conme expUcit§ pr6c&lenimeiit, la fonction prindpale de cette enayme, chez 
les mammifcres. est de dfetruire les radicatix superoxydes qui sont g&ilrSs lore des 
diverees inactions Wologiques d'oxydor&iuction. Cette enzyme est par consequent 
particidi&ement importante puisqu'dle procure une defense centre les toxicit^s a 
5 I'oxygene et tout dommage pouvant 6tre caus§ aux cellules par des hydrocarbures 
caicinogenes. 

La superoxyde dismutase est en fait une variete de differentes enzymes 
presentes chez la plupart des etres vivants. n existe trois formes de SOD. avec des 
distributions distinctes et caract&isfes chacune par la nature de leur composant m6tal: 
10 la CuZnSOD intraceUulaire specifique des eucaiyotes, la MnSOD dfependante du 
manganese et produite au niveau des mithodiondries chez les eucaryotes et 
procaryotes (Creagan R. et aL Humangenetic 20 203-209 1973) et la FeSOD. 
dfipendante du fer. cytosoUque et presente essentiellement chez les procaryotes 
(Hendrickson D et aLGenomics 8, 736-738 1990). fl existe ggalemeat une SOD a 
15 cuivreetzincextracellulaire. 

La CuZn superoxyde dismutase intraceUulaire, dite SODl, constitue 
approximativement 85 a 90% de la totaUtfe de I'activitg SOD cellulaire. II s'agit dSme 
proteine dimere, compos^e apparemment de deux sous-unites idendques, liees de 
maniere non covalente. chacune d'entre-elles ayant un pdds mol&nilaire de I'ordre de 
20 16.000 i 19.000 (Ueman-Hurwitz J. et al; Biochem Int 3:107-115, 1981). Le locus 
pour la superoxyde dismutase cytoplasmique humaine se trouve sur le chromoscHne 
21. (Tan YJL et al. J. Exp. Med. 137: 317-330. 1973). 

Namalemait, la CuZn superoxyde dianutase endogene est prfesente dans les 
tissus dans des quanlites limitfes et lorsque des quantites importantes en anions 
25 siqwroxyde sont produites, sa concentration s'avke nettement insuff isante. 

Par ailleurs, il a recemment 6t6 demonlr^ que des mutatirais ponctuelles au 
niveau du gSne Cu&iSOD humain etaient associees au dfeveloppement dHme 
pathologie, la sclerose latSrale amyotrophique (ALS). Cette maladie grave se traduit 
par une d6g4n&BScence lethale des neurones moteurs dans le cerveau et la moeUe 
gpiniere. Ces mutations affectent I'activitfi de I'enzyme correspondante CuZnSOD 
(Deng H. X. et al. Science, 261. 1047 1993). 

n y a done axgouidliui un besoin en CuZnSOD exogene pour des 
administrations cliniques afm de suppleer i de telles carenoes ou anomaHes. 

Inversemenl, sous certaines conditions, une concentration trop elev6e en SOD 
35 peut Stre toxique i I'igard des cellules la produisant La SOD est une enzyme de 



30 
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protection assurant normalement uh niveau nrniimal en radicaux supeioxyde au sein de 
la cellule. Pour ce f aire, elle catalyse Tinteraction de radicaux libres en vu d*en oxyder 
un et de reduire Tautre, soit une reaction de dismutation, qui conduit & la fcffniation 
d'eau oxygki&e. En soit, le radical superoxyde n'est pas particulierement toxique. Le 
5 danger vient de sa capacity i interagir avec Teau oxyggn6e pour gtaiker de Vaxyghae 
singulet et des radicaux hydrbxyle, deux formes hautement rgactives et extremement 
toxiques de roxygene. Une quantite accrue en superoxyde dismutase peut done 
conduire a une production accrue en eau oxygenee avec les consequences explicit^es 
precedemment. Ce phenomene se traduit notamment physiologiquement par une 

10 augmentation de la lipoperoxydation avec diminution de la teneur en adde gras 
insatures des memlranes cellulaires et pour consequence principale une perturbation 
des f onctions membranaires. 

Dans ce dernier cas» n serait done avantageux de pouvoir reguler Tactivitg de 
la superoxyde dismutase soit par exemple a Taide d'antisens ou de mutants dominants 

15 n6gati£5. 

Le potentiel dinique de Tenzyme superoxyde dismutase est par cons^uent 
considerable et il serait particulierement important de pouvoir contrdler efficacement 
scm activity soit en la stimulant la reprimant cm en y suppliant 

Plus p^cisement, la pr6sente invention reside dans la mise au point de 
20 vecteurs particulierement efficaces pour delivrer in vivo et de mani&e localisee, des 
quantites therapeutiquement actives du gene spedfique codant pour ime superoxyde 
dismutase ou Tun de ses d&iv§s. 

Dans la demande copendante n^ PCT/EP93/02519, il a 6t6 montcS que les 
adenovirus pouvaient Stre utilises comme vecteur pour le transfert dW gene Stranger 
25 in vivo daiis le systeme nerveux et Te^qpression de k prdteine conresponda^ 

La preswte invention conceme plus particulitoment des constructions 
nouvelles, particulitement adaptees et efGcaces pour contr61er rexpression de la 
superoxyde dismutase. 

Plus pr6cisement, elle se rapporte a im adenovirus recombinant comprenant 
30 une s6quence d'ADN propre & contrdler Fexpression de la superoxyde dismutase, sa 
preparation et son utilisation pour des traitements thSrapeutiques et/ou la prevention 
de diverses pathologies. 

La demanderesse a ainsi mis en evidence qu*il est possible de construire des 
adenovirus recombinants contenant une sequence codant pour luie superoxyde 
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dismutase, rfadministrer ces adenovirus recombinants in vivo, et que cette 
administration permet une expression stable et localisee de quantitfe 
iherapeutiquement actives de la superoxyde dismutase in viva 

Un premier objet de Tinvention reside done dans un adenovirus recombinant 
5 dSfectif comprenant au moins une sequence rfADN codant pour tout ou une partie 
active dHme superoxyde dismutase ou Tun de ses derives. 

La superoxyde dismutase produite dans le cadre de laprSsenle invention peut 
gtre une superoxyde dismutase humaine ou animale. Selon un mode de realisation 
ixivile^e de Tinventidn. il s'agit de l\me des trois formes de la superoxyde dismutase 
10 humaine precedemment decrites, CuZnSOD (SODi). MnSOD (SOD2) et SOD 
extracellulaire (SOD3). Plus preferentiellement, la sequence ADN integree dans 
Tadenovirus selon Tinvention code pour tout ou une partie active de la CuZn 
superoxyde dismutase humaine intracellulaire, hSODl, ou Tun de ses d&ives. 

15 La sequence tf ADN codant pour la superoxyde dismutase, utiliste dans le 

cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN genomique (ADNg), ou 
une construction hybride consistent par exemple en un ADNc dans lequd seraient 
inseies un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de s6quences synthetiques ou 
semisyn1h§tiques. 

20 De maniere particulierement avantageuse. on utilise un ADNc ou un ADNg, 

Selon un mode prefere de Tinvention. il s'agit une sequence dADN 
genomique (ADNg) codant pour une superoxyde dismutase. Son utilisation peut 
permettre une meilleure expression dans les cellules humaines. 

Bien entendu, prealablement a son incorporation dans un vecteur adenovirus 
25 selon Tinvention, la sequence ADN peut etre avantageusement modifiee, par exemple 
par mutag&i^ dirigee, en particulier pour I'insertion de sites de restriction appropries. 
Les sequences decrites dans Tart anterieur ne sont en effet pas construites pour une 
utilisation selon Tinvention, et des adaptations prealables peuvent s'averer necessaires, 
pour obtenir des expressions importantes. 

30 Au sens de la pr6sente invention, on entend par derive de la superoxyde 

dismutase, toute sequence obtenue par modification et codant pour un produit 
conservant Vune au moins des proprietes biologiques de la superoxyde dismutase. Par 
modification, on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition ou 
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modification, de nature genStique et/ou chimique. Ces modifications peuvent Stre 
r§alis£es par les techniques connues de lliomme du metier (voir techniques genSrales 
de biologie mol&nilaire ci-apres). Les derives au sens de Tinvention peuvent ^galement 
etre obtenus par hybridation a partir de banques d'addes nuclliques, en utilisant 
5 comme sonde la sequence native ouun fragment (tecelle-cL 

Ces d&ives sent notamment des molecules ayant tme plus grande a£Snit6 
pour leurs sites de fixation, des sequences permettant une e?q)iession amelior§e in 
vivo, des mol6cules pr§sentant une plus grande resistance aux proteases, des molecules 
ayant une efficacitS therapeutique plus grande ou des effets secohdaires moindres, ou 

10 6ventuellement de nouvelles |»X)pri€t£s biologiques. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particuli^ment les variants 
naturels, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont 6t6 substitues, les 
derives obtenus par deletion de regions n*intervenant pas ou peu dans Tinteraction avec 
les sites de liaison consideres ou exprimant une activity ind&irable, et les derives 

15 comportant par rapport i la sequence native des residus supplementaires, tels que par 
exemple un signal de secretion et/ou un peptide de jonction. 

Par d6riv6 de la superoxyde dismutase on entend ^galement couvrir dans le 
cadre de la piisente invention, les mutants dits dominants negatife de la st;Q)eroxyde 
20 dismutase. Plus precisement, dans ce cas, le gene clone est altere de manigre i ce qu*il 
code pour un produit mutant capable d'inhiber TactivitS cellulaire de la superoxyde 
dismutase sauvage, Ce type de deriv6 est particulidrement interessant lorsque Ton 
cherche par exemple a reprimer ime suiexpression naturelle de la sup^oxyde 
dismutase. 

25 La sequence d*ADN, codant pour tout ou partie de la superoxyde dismutase 

ou IHm de ses derives, peut egalement etre une sequence antisens, dont re?q)ressiQn 
dans la cellule cible permet de controler Texpcession de la superoxyde dismutase. 
Preferentiellement, la sequence rfADN heterologue comporte un gene codant pour im 
ARN antisens capable de controler la traduction de TARNm correspondant La 

30 sequence antisens peut etre tout ou seulement une partie de la sequence d'ADN, 
codant pour la superoxyde dismutase, inseree dans TcHientation inverse dans le vecteur 
selon rinventioiL 

Selon un mode de realisation particulier de Tinvention, la sequence d*ADN, 
codant pour la superoxyde dismutase ou IHm de ses derives, integre egalement un 
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signal de secretion permettant de dinger la superoxyde dismiitase synthetisee dans ks 
voies de secretion des cellules infectfies. De cette maniere, la superoxyde dismutase 
synthetisee est avantageusement libelee dans les compartiments extracellulaires. 
Toutefois» il peut fegalement s'agir d\in signal de secretion hfeterologue ou meme 

5 artifideL Dans le cas particulier de la fame SOD3, le signal de secr6tion peut etre 
avantageusement le propre signal de SOD3. 

Avantageusement, la sequence codant pour la superoxyde dismutase est 
placee sous le controle de signaux permettant son expression dans les cellules cibles. 
Preferentiellement, il s'agit de signaux dexpression heterologues, c'est-a-dire de 

10 signaux differents de ceux naturellement responsables de Texpiession de la superoxyde 
dismutase. II peut s'agir en particulier de sequences responsables de Te^qMnession 
d'autres pioteines. ou de sequences synthetiques, Notamment, il peut s'agir de 
sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, a peut s'agir de 
sequences promotrices issues du g&iome de la cellule que Ton d&ire infecter. De 

15 mime, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome dun virus, y compns 
rad&iovirus utilise A cet egard, on peut cita- par exemple les promoteurs El A, MLPp 
CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences rfexpression peuvent 6tre modififies 
par addition de sequences deactivation, de regulation, ou permettant une expression 
tissu-specifique. H peut en effet etre particuKerement interessant rfutiliser des signaux 

20 tfexpression actifs spedfiquement ou majoritairement dans les cellules dbles, de 
maniere a ce que la sequence tf ADN ne soit exprimee et ne produise son effet que 
lorsque le virus a eff ectivement inf ecte une cellule cible. 

Dans un jranier mode de realisation particulier, Knvention conceme im 
adenovirus recombinaiit d6fectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour la 

25 CuZn superoxyde dismutase humaine intracellulaire sous le contrSle du promoteur 
LTR-RSV. 

Dans un autre mode de realisation particulier, Tinvention conceme un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg codant pour la 
CuZn superoxyde dismutase humaine intracellulaire sous le controle du promoteur 
30 LTR-RSV. 

Un mode particulieiement prefere de mise en oeuvre de la pr6sente invention 
reside dans un adenovirus recombinant defectif comprenant les sequences ITR. une 
sequence permettant Tencapsidation, une sequence rfADN codant pour la CuZn 
superoxyde dismutase humaine intracellulaire ou im deriv6 de celle-d sous le contrSle 
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dW promoteur pomettant tme expression majoiitaire dans les tissus cibles et dans 
lequel le gene El et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non f onctioniicL 

Les adenovirus def ectifs selon rmvention sont des adencyvims incapables de se 
r§pliquer de f a9Qn autonome dans la cellule dble. Gen^ralement, le genome des 
5 adlnovinis d^fecdf s utilises dans le cadre de la prlsente invention est (done d^pourvu 
au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule inf ectSe. 
Ces regions peuvent 6tre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelIes» soit substituees par d'autres sequences et notamment par la sequence 
d*ADN codant pour la supercxyde dismutase, 

10 Preferentiellement, le virus defectif de Tinvention conserve les sequences de 

son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des partioiles virales« Encore plus 
preferentiellement, comme indiqu6 ci-avant, le genome du virus recombinant defectif 
selon rinvention comprend les sequences ITR* une .s6quence permettant 
Tencapsidation, le gene El non fonctionnel et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 

15 nonfonctionneL 

n existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietds 
varient quelque peu. Parmi ces serotypes* on prefere utiliser dans le cadre de la 
pr§sente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
ad&iovinis d*origine animale (voir demande FR 93 05954). Panni les adenovirus 

20 d'ori^e animale utilisables dans le cadre de la prtgsente inviention on peut citer les 
adenovirus dorigine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et aL, Virology 
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 
preference, Tad^ovirus d*origine animale est tm adenovirus canin, plus 
ixeferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 

25 800) par exemple], De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des 
adenovirus dorigine humaine ou caiiine ou inixte. 

Les adenovirus recombinants def ectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de lliomme du metier (Levrero et aL, Gene 101 (1991) 

30 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particuHer, ils peuvent etre 
prepares par reoombinaisoh homologue entre tm adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d*ADN codant pour la superoxyde dismutase. La 
recombinaison homologue se produit aprds co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee oellulaiie utilisee doit de 

35 preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), compc»ler les sequences 
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capables de complementer la partie du g&iome de TadSnovirus defectif , de preference 
sous forme integi^e pour eviter les lisques de recomWnaisan. A litre d'exempie de 
Ugnee, on peut mentionner la lignfe de ran embiyonnaire hnmain 293 (Graham et aL, 
J. Gen. ViioL 36 (1977) 59) qui contient notamment, intSgree dans son g6nonae, la 
5 partie gauche du genome dun adgnovinis Ad5 (12 %). Des strategies de construction 
de vecteurs derives des adenovirus ont ggalement ^t^ deoites dans les demandes n" 
FR93 05954 et FR 93 08596 qui sont incorpor&es k la prfesente demande par 
reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
10 les techniques dassiquesdebiologiemoleculaire. 

Les proprietes paiticulieremait avantageuses des vecteurs de I'invention 
dficoulent notamment de la construction utilisfie (adenovirus d6fectif , d616t6 de 
cettaines regions virales), du promoteur utilisi pour I'expression de la sequence codant 

pour la superoxyde dismutase (promoteur viral ou tissu-specifique de preference), et 
15 des mfelhodes d'aministration dudit vecteur. permettant I'exptession efficace et dans les 
tissus appropries de la siq)eraxyde dismutase. 

La pi^sente invention conceme ggalonent toute utilisation d'un ad&iovirus td 
que d&rit d-dessus pour la preparation dtvae composition pharmaceutique destinee au 
iraitement et/ou k la prevention des pathologies precedemment citees. Hus 

20 particuUSrement, elle conceme toute utiKsation de ces adenovirus pour la preparation 
dhme composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des 
maladies neurodegeneratives comme par exemple la maladie de Parkinson, la maladie 
d'Alzheimer, la sclirose lateraie amyotrophique (ALS), et la trisomie 21. Ds peuvent 
gtre Sgalement avantageusement utilisfe dans le traitement de ratherosderose, des 

25 maladies cardiovasculaiies, de la cirthose du foie, du diabete, de la formation de 
cataracte ainsi que du processus de vidllissemenL 

On peut en outre, parfeutement en^^ger de proofeder k une administration 
conjcante dHm ad&iovirus selon Tinvention avec au moins tm second adenovirus 
comportant un gene codant pour la catalase (P. Amstad et aL Biochemistry 1991, 30. 

30 9305-9313), autre enzyme inqjortante dans la regulation de la production en radicaux 
libres. 

U pr^sente invention conceme 6galement une aanpoation pharmaceutique 
conqaenant au mains un ou plusieurs adenovirus recomKnants difectife tels que 
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dtoits {H^cgdemment, associ6, le cas echeant, a un adenovirus reoombinant 
comportant un gSne codant pour la catalase.. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre fOTmuIees en vue d'administrations 
par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous- 

. 5 cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les compositions 
phannaceutiques de Tinvendon contiennent un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable pour une foimulation injectable, notamment pour une iqection directe chez 
le patient H peut s'agir en particulier de solutions steriles. isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 

10 sterilis6e ou de s6rum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

A cet egard, Tinvention conoeme Sgalement vne m^thode de traitement des 
maladies neurodegeneratives comprenant Tadministration a im patient d*tm adenovirus 
recombinant tel que defini ci-avant. Plus particulierement, Tinvention conceme ime 
mSthode de traitement des maladies neurodegeneratives comprenant Tadministratian 

15 stereotaxique 6!\m adenovirus recombinant tel que d6fini ci-avant 

Les doses rfadenovirus recombinant defectif utilisees pour Tinjection peuvent 
etre adapt§es en fonction de differents paramdtxes, et notamment en foncdon du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concemSe ou encore de la dur£e du traitement 
rechefchSe. D^une maniere g6n£rale, les adenovirus recombinants selon l^nvention sont 

20 formulas et administr6s sous forme de doses comprises entre 10^ et 10^^ pfu/ml, et de 
preference 10^ a 10^0 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
ceUuIaire appropriee, puis mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de p^^ 
de cellules infect^. Les techniques de determination du titre pfu d*une solution virale 

25 sont biendocumentees dans la litterature. 

Un autre ol:get de Finvention conceme toute cellule de maxnmifere infectee par 
un ou plusieurs ad^ovirus recombinants d6fectifs tels que d§crits ci-dessus. Plus 
particulierement, Tinvention conceme toute population de cellules humaines infectee 
par ces adenovirus. H peut s*agir en pardculier de fibroblastes, myoblastes, 
30 h6patocytes, keratinocytes, cellules endotheliales, cellules Gliales, etc. 

Les cellules selon Finvention peuvent etre issues de cultures primaires. Celles- 
ci peuvent etre p-elevees par toute technique connue de ITiomme du metier, puis mises 
en culture dans des conditions permettant leur proliferation* S'agissant plus 
particulierement de fibroblastes, ceux-d peuvent gtre aisSment obtenus k partir de 
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biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham [Methods CeUJBioL 21a 
(1980) 255]. Ces ceUules peuvent 6tre utilis6es diiectement pour I'infectkm par ks 
adenovirus, ou conservfees, par exemple par congfelation, pour I'fitaWissement de 
banques autologues. en vue (fune utilisation ultfirieure. Les cellules selon l-invention 
peuvenl 6galement etre des cultures seoondaires, obtenues par exemple i partir de 



les. 



Les ceUules en culture sont ensuite infectees par des ad&iovirus 
recombinants, pour leur conferer la capacity de produire de la superoxyde dismutase. 
L'inf ection est realisee in vitro selon des techniques connues de ITiomme du metier. En 
10 particuKer. selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par ceUule 
desire. ITiomme du rattier peut adapter la multiplidte d'infection. D est Wen entendu 
que ces fetapes doivent Stre effectu6es dans des conditions de st&iHt6 approptifees 
lorsque les cellules sont destinies i une administration in vivo. Les doses d'adenovirus 
recombinant utilisees pour l-infection des cellules peuvent etre adapt6es par ITiomme 
15 du metier selon le but recherchS. Les conditions dteites ci-avant pour I'administration 
in vivo peuvent 6tre sppliqu6es & I'lnfection in vitro. 

Un autre objet de I'invention conceme un in5)lant conqjrenant des cellules 
mammifere inf ecttes par un ou plusieuts ad&iovirus recombinanis dfifectife teUes que 
dtoites ci-dessus. et une nuitiioe extraceBulaire. IWf&entidlement, les implants sdoa 
20 I'invention comprennent 105 I 10^ cellules. Hus prfif&entienement. ils en 
comprennent lO^iloS. 

Plus particuUerement, dans les implants de I'invention. la mattice 
extracellulaire comprend un compos6 gelifiant et feventudlement un support 
permettant I'anctage des ceUules. 

25 Pour la preparation des implants selon I'invEntion, diff&ents types de 

gaifiants peuvenl Stte empioyfe. Les gelifiants sont utilises pour I'indusion des cellules 
dans une matrice ayant la constitution d-un gel, et pour favoriser Tancrage des cellules 
sur le support, le cas edieant Diff&ents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre 
utilises comme gelifiants, tels que notamment le coUagSne, la gdatine. les 

30 glycosaminoglycans,lafibronectine,leslectines,ragaroseetc. 

Comme indiqu6 ci-avant. les compositions selon I'invention comprennent 
avantageusement un support permettant I'ancrage des ceUules. Le tenne ancrage 
designe toute f onne d'interaction Wologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
I'adh&ion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs. les celhiles peuvenl 
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soit recouvrir le support utilis6, isoit penetrer i rint&ieur de ce support* soit les deux. 
On pref ere utiliser dans le cadre de rinvention un support solide* non toxique et/ou 
bio-compatible. En pardculier, on peut utiliser des fibres de polyt6trafluoro6lhyltee 
(PTFE) ou un support tforigine biologique. 
5 Les implants selon Tinvention peuvent 6tre implaintes en differents sites de 

I'c^ganisme, En particulier, Timplantation peut etre effectute au niveau de la cavitS 
p6ritoneale, dans le tissu sous-cutan6 (region sus-pubienne. fosses iliaques ou 
inguinales, etc), dans un organe, im muscle, une tumeur, le systeme nerveux central, 
ou encore sous ime muqueuse. Les implants selon Tinvention sont particulierement 

10 avantageux en oe sens quails permettent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans Torganisme : Celle-ci est tout d'abord d^terminte par la multiplicity 
d'iitfection et par le nombre de cellules implantges. Ensuite, la lib&ation peut etre 
controls soit par le relrait de Timplant, ce qui arrete definitivCTient le traitement, soit 
par IHitilisation de syst^es d'expression rt§gulable, pmnettant d'indxiire oii de r6primer 

15 re?q)ression des genes therapeutiques. 

La presente invention f oumit ainsi des vecteurs viraux utilisables directement 
en therapie genique, particulierement a{iaptes et efficaces pour diriger rexpnession de 
la supeioxyde dismutase in vivo. La presente invention offre ainsi une nouvelle 
approche particulierement avantageuse pour le traitement et/ou la prevention de 

20 nombreuses pathologies comme oelles dtees precedemmenL 

Les vecteurs adenoviraux selon rinvention prSsentent en outre des avantages 
importants, lies notamment a leur tres haute efficadte d*infection des cellules cibles, 
permettant de realiser des infections i partir de faibles volumes de suspension virale. 
De plus, rinfection par les adenovirus de I'invention est trds localisSe au site d'injection, 

25 ce qui 6vite les risques de diffusion aux structures c^farales voisines. Ce traitement 
peut concemer aussi bien lliomme que tout animal tel que les ovins, les bovins, les 
murins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les chevaux, les poissons, eta 

Les exemples et la figure sont presentes ci-apr^ k titre illustratif et non 
limitatif du domaine de rinvention. 

30 Figure 1 : Activite enzymatique de la CuZnSOD humaine (hSOD-1) sur cellules 
NS20Y infectfes par im adenovirus recombinant codant pour la hSOD-1 (0 a 500 
pfu/cellule). 
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Ttrhniflll'T hinlnoie moleculaire 

Les mfilhodes dassiquement uti]is§es en biologie mol&mlaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique. la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, relectrophor^ sur gels d'agarose ou d'acryiamide. la 
5 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au ph6noI-cWoroforme, la precipitation d'ADN en miUeu salin par de 
r^thanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coU, etc ... sont bien 
connues de l-homme de metier et sont abondament dtaites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Qoning, a Laboratory ^4anual^ Cold Spring Harbor Laboratory, 
10 Cold Spring Harbor. N.Y., 1982; Ausubel FAl. et aL (eds). "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New Yodc. 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la s&ie M13 sont 
d'origine commerciale (Be&esda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent 6tre separes selon leur taille 
15 par electrophorfese en gels d'agarose ou d'acryiamide, extraits au phenol ou par un 
maange phenoVchloroforme. pr6cipit& a I'fethanol puis incubes en presence de I'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les reconunandations du f oumissear. 

Le remplissage des extr6mit6s 5* pro&ninentes peut ^ effectuS par le 
fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
20 dufournisseur. La destruction des extrenutfe 3' prognainentes est effectuee en presence 

de I'ADN Polym&ase du phage T4 (Biolabs) utilisee sekm les reconunandations du 
f abricant La destruction des extremites 5' pro&ninentes est eff ectute par un traitement 

ingnag6 par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynudfetides synthetiques peut 
25 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et aL [Nucleic Acids Res. 11 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'ampUfication enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PGR 
[Eolymirase-catalyzed £hain Reaction. Saiki R.K. et al.. Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona FA., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 6tre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cyder" (Perkin Etaoer Cetus) sekm les 
specifications du f dxicant 

U v&ification des sequences nucleotidiques peut 6tre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et aL [Proc. NatL Acad. ScL USA. 24 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 



30 
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Exemple 1 : Protocole de construction des vecteuns pLTRIX-hSODl, pLTRIX- 
hSODl Gly37,etpLTRIX*hSODlAshl39 

Ces vecteurs contiennent les sequences codant pour la SODl humaine type 
5 sauvage ou mutee sous contrdle du LTR du virus RSV, ainsi que des sequences de 
Tadenovirus permettant la recombinaison in vivo. 

Les ADNc codant pour les diffSients types de SOD niis en oeuvre sont 
d6crits dans Rosen et al., Nature, vol. 262. 52-62, et Deng et al.. Science, voL 261. 
1047-1051. 

10 Chaque ADNc est ins6r6 dans un plasmide Bluescript (Stratag&ie) entre les 

sites PstI et Hindm. Une sequence de polyadgnylation provenant de SV40 a 
auparavant etS introduite dans le site Xhol du meme plasmide. Ces plasmides ont pour 
nom SK-hSOD-PolyA, SK-hSODgly-PolyA et SK-hSODasn-PoIyA. 

Les vecteurs pLTRIX-hSODl, pLTRIX-hSODlgly et pLTRIX-hSODl sont 

15 obtenus en intnxiuisant dans le site EcoRV du plasmide pLTRIX un insert obtenu par 
coupure de SK-hSOD-PolyA, SK-hSODgly-PolyA et SK-hSODasn-PolyA par Kpnl et 
Sad (extr^mit^ Kpnl et Sad rendues franches). 

Exemple 2 : Construction d'adenovirus recombinants contenant une s£qumce 
codant pour la CuZn superoxyde £smutase intraceUuIaire humaine. 

20 Le vecteur pLTR IX-hSODl est lingaris6 et cotransf ect6 avec un vecteur 

adenoviral d^fident, dans les cellules helper Oignee 293) apportant en trans les 
fonctions codSes par les regions El (El A et ElB) d*ad&noviru& 

Plus prk;is6ment, Tadgnovirus Ad-hSODl a €t€ obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre TadSnovirus mutant Ad-dll324 (Tbimmappaya et aL, Cell 31 

25 (1982) 543) et le vecteur pLTR IX-hSODl, selon le protocole suivant : le plasmide 
pLTR IX-hSODl et I'adenovirus Ad-dll324, linearise par ren2yme Clal, ont co- 
transfect^s dans la lignee 293 en presence de phosphate de caldum, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont et6 
selectionnes par purification sur plaque. Apces isolement, TADN de TadSnovirus 

30 recombinant a ete amplifie dans la lignee celliilaire 293, ce qui conduit a m sumageant 
de culture contenant Fadenovirus d6fectif recombinant non purifiS ayant un titre 
tfenviron 10^0 pf^/InL 

Les particules virales sont ensuite purifi6es par centrifugation sur gradient 
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Exemple 3 : Controlc de I'expresaon in vitro de la hSOD-1. 

Pour ce faire. on utilise le protocole d6crit par Beauchamp et Fridovitch, 1971, Ann- 
Biochem, VoL44, pp^76-278. 
5 Dans chacpie cas. un extrait NP-40 est realise a partir de 500.000 cellules NS20Y 
(neuroblastomes de souris). chargi sur gel d-acrylamide non d&iaturant. et une 
aectrophor^ est r§alis6e pendant 3 heures a 100 V. 

La superoxyde dismutase est localis6e en trempant le gel dans une solution de 
nitrobleu de t6trazoUum (NET) et de riboflavine puis dans une solution de 

10 tetramethylethylenedianiine (TEMED). Le gel est ensuite illumind. et devient ainsi 
uniformement bleu excepte aux positions contenant la superoxyde dismutase, (la 
riboflavine rfeduite en presence de TEMED gunfire des radicaux superoxyde apt^ 
teoxydation a I'air. Les radicaux superoxyde produits vont r&luire le NET incolore en 
un compost bleu (fonnazan). La SOD. en neutralisant les radicaux superoxyde 

15 produits, inhibera la r&ictioncolor6e,etapparaitracomnieun spot incolore). 
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1. Adenovirus recombinant defectif comprenant au moins une sequence 
d'ADN codant pour tout ou une partie active rfune superoxyde dismutase ou IHin de 

5 sesd6riv6s. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caract^xisg en ce que la sequence 
d*ADN est une s6quence d'ADNc. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracterisS en ce que la sequence 
d' ADN est une sequence d'ADNg. 

4. Adenovirus selon la revendication 1, 2 ou 3 caracteris6 en ce que la 
sequence d'ADN code pour une superoxyde dismutase humaine. 

5. Adenovirus selon Tune des levendications 1 a 4 caracteiise en ce que la 
sequence d'ADN code pour la CuZn superoxyde dismutase humaine intracellulaire, 
SODl ou run de ses derives. 

6. Adenovirus selon Tune des revendication 14 3 caracterisS en ce que la 
sequence d*ADN code pour un mutant dominant negatif d*une superoxyde dismutase 
humaine. 

?• Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
rf ADN est une sequence antisens dont Texpression pennet de controler Texixession du 
gene codant pour la superoxyde dismutase. 

8. Adenovirus selon la revendication 7 characterise en ce qu*il s*agit d*tm gene 
codant pour un ARN antisens capable de contr61er la traduction- de I'ARNm de la 
superoxyde dismutase. 

9. Adenovirus selon Tune des revendications 1 i 8 caracterise en ce que la 
sequence d*ADN est placee sous le contrdle de signaux peimettant son e3q)ressiQn 
dans les cellules cibles. 

10. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que les signaux 
d'expression sont choisis panni les promoteurs viraux, de preference panni les 
promoteurs El A, MLP, CMV et LTR-RSV. 
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11. Adenovirus selon la revendication 10 comprenant une sequence d'ADNg 
oodant pour la CuZn superoxyde dismutase intraceUulaire humaine sous le controle 
d'un promoteur LTR-RSV. 

12. Adenovirus selon la revendication 10 comprenant une sequence d'ADNc 
5 codant po«ff la CuZn superoxyde dismutase imracellulaire humaine sous le controle 

d'un promoteur LTR-RSV. 

13. Ad&KJvinis selon I'une des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'il est 
d^urvu des regions de son gfenome qui sont nficessaires i sa replication dans la 
oelhiledble. 

10 14. Adenovirus selon h revendication 13 caracterise en ce qu'il comprendles 

ITR et une sequence permettant I'encapsidation. et dans lequd le gene El et au mdns 
un des g&ies E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 

15. Adenovirus selon la revendication 13 ou 14 caracterise en ce qu'n sagit 
dHm adenovirus humain detypeAd2ouAd5ou canin de type CAV-2. 
15 16. Utilisation dhai adenovirus selon I'une des revendications 1 a 15 pour la 

preparation dtoe composition phaimaoeutique destinfie au traitement et/ou i la 
pievention des maladies neuiode^n6ratives. 

17. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d^me 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou I la prevention de to mal«^ 

20 de Parkinson, d'Alzheimer.de Huntington, derALS, de la trisomie 21. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants def ectif s selon I'une des revendications 1 a 15. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
qu'elle contieirt en outre un adenovirus comportant un gene codant pour la catalase. 

25 20. Composition pharmaceutique selon IHme des revendications 18 4 19 

caracterisee «i ce qu'elle est sous forme iigectaUe. 

21 Composition pharmaceutique selon IHine des revendications 18 a 20 
. caracterisee en ce qu'elle comFend entre 104 et 10^ pfu/ml. et de preference 10^ k 
lOlO pfu/ml adenovirus recombinants defectifs. 
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22. Cellule de maxnmif&e infect&e par ixn ou plusietns adenovirus 
recombinants dSfectifs selon IHme des revendicatio^ 

23. Cellule selon la levendication 22 caracterisee en ce qu*il s'agit d'une 
cellule humaine. 

5 24. Cellule selon la levendication 23 caracterisee en ce qu*il s^agit d*une 

cellule humaine de type retinienne, fibroblaste, myoblaste, h^tocyte^ cellule 
endothgliale, cellule Gliales ou k^tynocyte. 

25. Implant comprenant des cellules infectees selon les xevendications 22 & 24 
et une matrice extracellulaiie. 

10 26* Implant selon la revendication 25 caracterise en ce que la matrice 

extracellulaire comprend im compose gelifiant choisi de preference pamfii le coUagene, 
la gelatine, les glucosaminoglycans» la fitaDnectine et les lectines. 

27. Implant selon les revendications 25 ou 26 caracteris6 en ce que la matrice 
extracellulaire conq>rend ggalenient un support permettant Fancrage des ceOules 

is infect6es. 

28. Implant selon la revendication 27 caracterise en ce que le support est 
CQnstitu6 preferentiellement par des Hbres de polytetrafluoro^thylene. 
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